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Description 

SEQUENCE D'ADN VECTEURS, VIRUS RECOMBINANTS ET PROCEDE METTANT EN OEUVRE DES VIRUS DE LA 
VACCINE RECOMBINANTS CAPABLES DE SE MULTIPLIER DANS LES CELLULES CHO. 



Le virus de la vaccine est de plus en plus employe 
comme vecteur d'expression dans des cellules 5 
animales depuis la mise au point des methodes 
propres a ce systeme (Panicali et Paoietti, 1982 ; 
Mackettetal., 1982 ; Smith etal., 1983 ; Panicali etal. 
; Kieny et al., 1984). La construction de virus 
recombinants du virus de la vaccine contenant des 10 
genes qui codent pour des proteines d'interet 
medical ou veterinaire est particulierement recher- 
chee. La synthese de la proteine etrangere dont le 
gene a ete integre dans le genome du virus de la 
vaccine peut ensuite etre obtenue en culture 15 
cellulaire in vitro ou apres inoculation a un orga- 
nisme vivant, selon le but poursuivi. Un des 
avantages du virus de la vaccine et tant que vecteur 
est sa capacite de se multiplier dans un grand 
nombre de types cellulaires differents. 20 

Cependant quelques exceptions a cette regie 
existent et, en particulier, le virus de la vaccine de 
type sauvage est incapable de se multiplier dans une 
lignee de cellules d'ovaires de hamster chinois, CHO 
(Drillien, Spehner et Kirn, 1978). Or les cellules CHO 25 
constituent un des systemes les plus prometteurs 
pour la synthese de proteines dans des cellules de 
mammiferes. En effet ces cellules se cultivent 
facilement, elles ont un temps de generation court et 
leur genetique est la mieux maTtrisee de tous les 30 
systemes analogues. 

La presente invention concerne la modification du 
virus de la vaccine par I'integration dans son 
genome d'un gene etranger qui lui confere la 
capacite de se multiplier dans les cellules CHO. Le 35 
gene apportant cette nouvelle specificite d'hote est 
derive du virus du cowpox (ou variole bovine, virus 
de la vache apparente au virus de la vaccine) qui est 
capable de se multiplier dans les cellules CHO. Les 
genomes du cowpox et du virus de la vaccine sont 40 
tres proches particulierement dans les 100.000 
paires de bases de la partie centrate de I'ADN 
(Mackett et Archard, 1979). Cependant le genome 
du cowpox est plus grand que celui de la vaccine 
(environ 230.000 pb au lieu de 190.000) et I'informa- 45 
tion genetique supplemental qu'il contient semble 
resider essentiellement dans ses extremites. La 
similitude entre le genome du virus de la vaccine et 
celui du cowpox permet d'envisager d'employer le 
cowpox comme vecteur naturellement adapts aux 50 
cellules CHO. 

Toutefois, le cowpox se multiplie a un titre dix fois 
inferieur a celui de la vaccine ce qui risque 
d'entratner un rendement plus faible de I'expression 
d'une proteine produite par un recombinant cowpox 55 
en comparaison avec un recombinant vaccine. 
D'autre part dans la perspective de I'utilisation de 
recombinants viraux pour la vaccination, il taut 
souligner que I'emploi du virus de la vaccine est bien 
maTtrise et a permis a ce jour I'eradication complete 60 
la variole. 

La presente invention concerne la mise au point d'un 
vecteur presentant les avantages connus du virus de 



la vaccine et la capacite de se multiplier sur cellules 
CHO du virus du cowpox. 

La presente invention concerne, d'abord, I'identi- 
fication et la localisation de I'information genetique 
qui confere au virus du cowpox la capacite de se 
multiplier dans les cellules CHO. 

En effet, les etudes menees ont permis d'identifier 
une sequence impliquee dans la multiplication du 
virus cowpox dans les cellules CHO et qui, transfe- 
ree dans le virus de la vaccine, assure la multiplica- 
tion de ce virus dans les cellules CHO. 

Ainsi, I'invention concerne une sequence d'ADN 
isolee notamment du virus du cowpox et qui 
participe a la multiplication de ce virus dans les 
cellules CHO et qui comprend la totalite ou une 
partie fonctionnelle de la sequence representee 
dans la figure 6 ou une sequence equivalente 
fonctionnelle. 

II est possible qu'une partie de ce gene soit 
suffisante pour assurer lafonction de multiplication, 
on I'appelle "partie fonctionnelle". II est egalement 
possible que des mutations oil des variations 
ponctuelles ne modifient pas la fonction, on parle 
alors de "sequence equivalente fonctionnelle". 

Bien que I'on prefere que cette sequence d'ADN 
comporte ses propres signaux de controle qui 
assurent son expression dans les cellules CHO, ceci 
n'est pas indispensable et Ton peut envisager de la 
mettre sous le controle d'elements ayant une autre 
origine. 

Comme cela est decrit precedemment, cette 
sequence d'ADN est plus particulierement destinee 
a etre integree dans le virus de la vaccine pour 
assurer sa multiplication dans les cellules CHO. 
Cette integration s'effectue par recombinaison ho- 
mologue, il est done interessant de prevoir que la 
sequence d'ADN en cause comportera au moins 
une region homologue d'une sequence du virus de 
la vaccine qui pourra participer a ce processus de 
recombinaison homologue au cours de la multiplica- 
tion intracellulaire des virus. 

En fait, il apparalt que chez le virus cowpox le 
gene permettant la multiplication dans les cellules 
CHO est entoure de sequences homologues a des 
sequences du genome de la vaccine, ce qui permet 
de simplifier la preparation d'un vecteur plasmidique 
de recombinaison. 

Comme cela est deja connu pour le virus de la 
vaccine, il est possible d'inserer dans la sequence 
d'ADN, objet de I'invention, un gene codant pour 
une proteine d'interet industriel sous la dependance 
d'elements de contrdle assurant son expression 
dans les cellules hotes. Cette technologie a deja ete 
decrite, notamment dans les brevets suivants : 
84.06499, 84.07959, 85.09225 et peut etre utilisee 
avec eventuellement certaines adaptations et avan- 
tages. En particulier, dans les contructions prece- 
dentes, la selection des virus recombinants etait 
effectuee en inserant le gene a exprimer dans le 
gene TK de la vaccine, ce qui a pour consequence 
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de rendre le virus recombinant TK- et de permettre 
la selection par le procede connu. 

Dans le cas present, il n'est pas indispensable 
d'effectuer une insertion dans le gene TK car, dans 
la mesure ou le gene codant pour la proteine 
d'interet industriel est lie au gene assurant la 
multiplication dans les cellules CHO, seuls les virus 
recombinants peuvent se multiplier sur cellules 
CHO, ce qui autorise une selection "naturelle" des 
virus recombinants. 

Dans ce dernier cas, il est preferable que le bloc 
d'ADN comprenant les genes a recombiner soit 
flanque de sequences homologues de sequences 
du virus de la vaccine afin qu'ils restent lies lors de la 
recombinaison. 

La presente invention concerne egalement les 
cellules CHO infectees par un virus de la vaccine 
recombinant incorporant une sequence d'ADN telle 
que decrite precedemment et, en particulier, un 
gene codant pour une proteine d'interet industriel, 
ainsi que les virus correspondants. 

L'invention concerne egalement les vecteurs 
plasmidiques incorporant une sequence d'ADN telle 
que decrite precedemment, ces vecteurs etant 
utilisables pour effectuer la recombinaison in vivo. 

L'invention concerne egalement des cellules CHO 
ayant integre une sequence d'ADN selon la presente 
invention et capables d'assurer la multiplication du 
virus de la vaccine dans ces cellules. 

Enfin, l'invention concerne la preparation de 
proteines d'interet industriel par culture de cellules 
CHO infectees par un virus recombinant selon 
l'invention. 

Les exemples ci-apres sont destines a illustrer 
d'autres caracteristiques et avantages de la pre- 
sente invention. 



nombre de plages de virus s'est forme sur les tapis 
cellulaires infectes avec le melange des 2 virus que 
sur les tapis temoins (ni le mutant thermosensible du 
virus de la vaccine ni le cowpox ne donnent un 

5 nombre significatif de plages) ; les plages qui 
apparaissent a partir de I'infection mixte peuvent 
done correspondre a des recombinants entre le 
cowpox et le virus de la vaccine. 
Les plages de recombinants potentiels sont 

10 reprises individuellement et le virus qu'elles contien- 
nent est amplifies par multiplication sur cellules 
d'embryon de poulet. Leur ADN est ensuite purifie, 
coupe par des enzymes de restriction puis analyse 
sur gel d'agarose. 

15 Les profils de restriction permettent de deduire 
que chaque plage correspond effectivement a un 
recombinant entre I'ADN du virus de la vaccine et 
I'ADN du cowpox. Grace aux cartes de restriction 
connues pour les virus parentaux (Mackett and 

20 Archard 1978, Drillien and Spehner 1983) il est 
possible de reconnaitre I'origine de la plupart des 
fragments des recombinants et de dresser leurs 
cartes de restriction (figure 1). 
On voit que les recombinants denommes 4, 6, 14, 

25 15 et 19 qui sont capables de se multiplier dans des 
cellules CHO ont conserve les sites caracteristiques 
de I'extremite gauche du genome du cowpox. Les 
autres recombinants denommes 2, 7, 1 1 , 1 6 et 1 8 qui 
sont incapables de se multiplier dans des cellules 

30 CHO ne possedent que partiellement ou pas du tout 
ces sites de I'extremite gauche du genome du 
cowpox. 

II ressort de ces resultats que la conservation des 
sites de restriction de I'extremite gauche du genome 
35 du cowpox est associee au phenotype de multiplica- 
tion sur cellules CHO. 

Exemple 2 Isolement et analyse du genome de 
recombinants du virus de la vaccine ayant integre un 
fragment d'ADN du cowpox. 

Pour mieux preciser la localisation de I'information 
genetique utile, des recombinants capables de se 
multiplier sur cellules CHO ont ete selectionnes 
apres infection avec le virus de la vaccine et 
transfection avec des fragments d'ADN du cowpox. 

Les fragments de restriction utiles a I'analyse de la 
partie importante, e'est-a-dire I'extremite gauche 
des 2 virus sont representes dans la figure 2 ; e'est 
dans cette partie du genome que Ton peut souppon- 
ner qu'interviennent les evenements de recombinai- 
son decrits dans I'exemple 1. 

Des cellules primaires d'embryon de poulet sont 
infectees avec le mutant tsN7 du virus de la vaccine 
(Drillien et al., 1982) a raison de 0,1 ufp par cellule et 
transferees avec un melange d'ADN intact de la 
souche sauvage du virus de la vaccine (souche 
Copenhagen) et de I'ADN du cowpox (souche 
Brighton) prealablement digere avec I'enzyme Hin- 
dlll. Des temoins de transfection sand ADN ou avec 
seulement I'ADN du virus de la vaccine sont realises. 
Apres 48 heures d'incubation a 39.5° C les cellules 
sont congelees, decongelees puis le virus ainsi 
libere est titre sur une monocouche de cellules CHO 
qui sont ensuite recouvertes de milieu contenant 
1 % d'agar. 



Exemple 1 1dentification de la region du genome du 
virus du cowpox qui permet ia multiplication dans les 
cellules CHO. 

Des recombinants entre le virus de la vaccine et le 
cowpox ont ete selectionnes apres infection mixte 
de cellules d'embryons de poulet avec chacun des 
virus. L'analyse de I'ADN des recombinants montre 
que la capacite de se multiplier dans des cellules 
CHO est associee a la conservation des sites de 
restriction de I'extremite gauche du genome du 
cowpox. 

Des cellules primaires d'embryon de poulet, 
preparees a partir d'oeufs embryonnes de 11 a 12 
jours, sont infectees simultanement avec un mutant 
thermosensible du virus vaccinal, tsN7 (Drillien et al., 
1982) et le cowpox (souche Brighton) a raison de 2 
unites formant plage (ufp) par cellule. Parallelement 
d'autres tapis cellulaires sont infectes avec chacun 
de ces virus. Apres une heure d'adsorption I'exces 
de virus non adsorbe est elimine et du milieu frais est 
ajoute aux cellules. 

Celles-ci sont incubees a 33° C pendant un a deux 
jours jusqu'a la necrose totale de la couche 
cellulaire. Les cellules infectees sont alors conge- 
lees puis decongelees et le virus issu de I'infection 
est titre a 39,5° C sur cellules d'embryon de poulet, 
sous une couche de milieu contenant 1 °/o d'agar 
noble. Apres deux jours a 39,5° C un plus grand 
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Les echantillons provenant de cellules transfec- 
tees avec I'ADN du cowpox donnent de nombreuses 
plages de lyse sur cellules CHO tandis que les 
echantillons temoins n'en donnent aucune. 

Les plages visibles sur cellules CHO sont reprises 
individuellement et le virus qu'elles contiennent est 
amplifie sur cellules d'embryon de poulet. Leur ADN 
est ensuite extrait et analyse en comparaison avec 
I'ADN des 2 souches parentales de vaccine et de 
cowpox. Apres digestion par 1'enzyme EcoRI, les 
fragments d'ADN sont separes par electrophorese 
sur un gel d'agarose puis ils sont transferes a un 
filtre de nitrocellulose et hybrides au fragment Sall-K 
du virus de la vaccine marque radioactivement au 

32p. 

Apres lavage de la nitrocellulose pour enlever la 
radioactivite fixee de maniere aspecifique une 
autoradiographie est realisee. L'autoradiographie 
(figure 3) montre que les recombinants du virus de la 
vaccine ayant integre un fragment du cowpox ont 
perdu Ie fragment EcoRI-C typique du virus de la 
vaccine et comportent un fragment EcoRI qui 
s'hybride avec le fragment radioactif Sall-K de la 
vaccine ; ce fragment est intermediate en taille 
entre le fragment EcoRI-A du cowpox et le fragment 
EcoRI-C du virus de la vaccine. 

Ce nouveau fragment EcoRI hybride cowpox-vac- 
cine, present dans tous les recombinants, provient 
d'une double recombinaison entre le fragment 
EcoRI-A du cowpox et le fragment EcoRI-C de la 
vaccine et doit renfermer I'information necessaire 
pour la multiplication dans des cellules CHO. Pour 
que cette recombinaison ait pu se produire il fallait 
que I'information permettant la multiplication sur 
cellules CHO soit entouree de part et d'autre par des 
sequences du genome du cowpox homologues a 
des sequences du genome vaccine. 

Exemple 3 Construction d'un plasmide recombinant 
portant la region du genome du cowpox qui permet 
la multiplication dans des cellules CHO. 

Afin d'isoler I'information genetique permettant la 
multiplication dans des cellules CHO le fragment 
EcoRI-A de I'un des recombinants decrits dans 
I'exemple 2 a ete clone dans le plasmide bacterien 
pAT153 (Twigg et Sherratt, 1980). 

L'ADN d'un des recombinants decrits dans I'e- 
xemple 2 est purifie puis coupe avec I'enzyme 
EcoRI. Le fragment EcoRI-A est elue d'un gel 
d'agarose puis insere dans le plasmide pAT153 
prealablement soumis a Taction d'EcoRI. Des bacte- 
ries HB101 sont transformees avec le melange de 
ligation puis I'ADN des colonies obtenues est 
transfere sur nitrocellulose et hybride au fragment 
Sall-K du virus de la vaccine. Les colonies positives 
a I'hybridation sont amplifies et I'ADN plasmidique 
qu'elles contiennent est purifie. Deux plasmides ont 
ete retenus : pEA1 et pEA2, qui correspondent a 
I'insertion du fragment EcoRI-A dans les deux 
orientations opposees dans le vecteur pAT153. 

Pour verifier que ces plasmides portent I'informa- 
tion genetique permettant la multiplication du virus 
sur cellules CHO on provoque une recombinaison 
entre I'insert d'ADN du plasmide et un virus de la 
vaccine : des cellules d'embryons de poulets sont 



infectees avec le mutant thermosensible du virus de 
la vaccine tsN7 a raison de 0,1 ufp par cellule puis 
transferees avec I'ADN du virus de la vaccine 
sauvage et avec I'ADN du plasmide pEA1 ou pEA2. 

5 Des temoins sans ADN du virus de la vaccine ou 
sans plasmide sont egalement realises. Apres 48 
heures d'incubation a 39,5° C, les cellules sont 
congelees puis decongelees et le virus issu de 
I'infection est titre sur cellules CHO. Seuis les 

10 echantillons provenant de cellules transferees avec 
I'ADN du virus de la vaccine et les plasmides pEA1 
ou pEA2 donnent des plages sur cellules CHO. 

Exemple 4 Sous-clonage de fragments de plus 
15 petite taille du pEA1 dans un plasmide vecteur 
destine a la recombinaison avec le virus de la 

Pour affiner la localisation de I'information geneti- 
que permettant la multiplication dans des cellules 
20 CHO, des fragments de restriction recouvrant des 
portions reduites du plasmide pEA1 ont ete clones 
dans un plasmide portant le gene thymidine kinase 
(TK) du virus de la vaccine : pTG186poly. 

25 - Construction de pTG186poly : 

Le fragment Hindlll (Hin-J) du genome du virus de 
la vaccine (W) contient le gene compiet de la 
thymidine kinase (TK) qui a deja ete utilise prece- 
demment pour permettre I'echange et la recombi- 

30 naison d'un fragment d'ADN etranger dans le 
genome de W (Mackett et al., 1982). 

II est important de noter que le transfert d'un 
insert dans le gene TK du genome de W cree un 
virus TK deficient ce qui facilite sa selection. 

35 II a tout d'abord ete necessaire de produire un 
plasmide de petite taille portant un site unique 
Hindlll utilisable pour Integration du fragment Hin-J 
de W. En outre, il etait necessaire d'eliminer les 
sites de restriction non necessaires du plasmide, de 

40 facon a permettre les manipulations ulterieures. 

La construction a ete amorcee a partir du 
plasmide pML2 (Lusky et Botchan, 1981) qui est un 
vecteur derive du plasmide pBR322 dans lequel le 
segment compris entre les nucleotides 1089 et 2491 

45 a ete perdu par deletion spontanee. D'abord la 
sequence de Pstl a ete eiiminee par insertion du 
fragment Afialll-Ahalll de pUC8 (Vieira et Messing, 
1982) entre deux sites Ahalll de pML2 en eliminant 
19 paires de bases. 

50 On a utilise la methode du "linker-tailing" (Lathe et 
al., 1984) pour inserer un adaptateur Hindlll entre les 
sites Nrul et EcoRI traite par S1 de ce plasmide, en 
eliminant le site BamHI. Ceci conduit a un plasmide 
de 2049 paires de bases portant le gene ^-lactamase 

55 fonctionnel (conferant la resistance a l'ampiciiline) et 
comportant en outre une origine de replication 
active dans E. coli et un site de restriction unique 
Hindlll. Cette construction a ete appelee pTG1H. 
Le fragment Hin-J de I'ADN de W portant le gene 

60 TK a prealablement ete clone dans le vecteur 
pAT153 (Drillien et Spehner, 1983). Ce fragment de 
4,6 kb a ete redone dans le site Hindlll de pTG1 H. Un 
clone a ete selectionne dans lequel le gene TK est 
situe distalement par rapport au gene codant pour la 

65 resistance a l'ampiciiline. Cette construction a ete 
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appelee pTG1H-TK. 

La construction pTG1H-TK a ete utilisee comme 
vecteur pour les constructions suivantes. 

L'etape suivante a ete d'isoler un promoteur de W 
utilisable pour commander I'expression du gene 
etranger a integrer dans W. Le promoteur d'un gene 
precoce codant pour une proteine de 7500 daltons 
(7,5 K) a deja ete utilise avec succes dans un but 
identique (Smith et al., 1983) et on a done procede a 
I'isolement de ce segment. 

Le gene 7,5 K est situe sur I'un des plus petits 
fragments Sail (fragment Sal-S) du genome de W 
type WR (Venkatasan et al., 1981). Comme les petits 
fragments sont clones de facon preferentielle, une 
grande proportion des clones obtenus par clonage 
direct de I'ADN de W type WR coupe par Sail dans 
le plasmide pBR322 porte le fragment Sal-S. Ce 
fragment est transfere sur le bacteriophage vecteur 
M13mp701 (Kieny et al., 1983), par digestion Sail et 
religation, ce qui donne le phage M13.TG.Sal-S. 

Dans ce clone, un site Seal se trouve immediate- 
ment a proximite de I'ATG d'initiation du gene 7,5 K. 
En aval du gene 7,5 K se trouvent situes des sites 
uniques BamHI et EcoRI provenant du vecteur. Les 
sites BamHI et Seal sont fusionnes par I'interme- 
diaire d'un adaptateur Bglll : 5'-CAGATCTG-3' apres 
avoir complete les extremites generees par diges- 
tion BamHI avec le fragment Klenow de la polyme- 
rase de E. coli. Ce procede elimine le site Seal mais 
reconstitue le site BamHI et deplace le site unique 
EcoRI en eval. En meme temps, le site Sail (Accl) en 
aval est elimine et le site Sail en amont devient done 
unique. Cette construction est appelee 
M13.TG.7,5K. 

A I'interieur du fragment Hin-J de I'ADN de W se 
trouvent situes des sites Clal et EcoRI qui sont 
separes par environ 30 paires de bases (Weir et 
Moss, 1983). Le fragment promoteur de 7,5 K 
present dans M13.TG.7.5K est excise par Accl et 
EcoRI et clone entre les sites Clal et EcoRI de 
pTGI-H-TK pour generer pTG1H-TK-P7,5K. 

Dans cette construction les sites BamHI et EcoRI 
uniques du vecteur M13 se retrouvent immediate- 
ment en aval de la sequence du promoteur 7,5 K. 
Ces sites uniques BamHI et EcoRI seront utilises 
dans la construction suivante. 

Le segment polylinker du bacteriophage 
M13TG131 (Kieny et al., 1983) est excise par EcoRI 
et Bglll et insere entre les sites EcoRI et BamHI du 
plasmide pTG1 H-TK-P7.5K, generant le pTG186poly. 
Dans cette construction, 5 sites de restriction 
uniques sont disponibles pour le clonage d'un gene 
etranger sous le controle du promoteur P7.5K : Pstl, 
BamHI, Sstl, Smal et EcoRI. 

- Insertion de fragments du pEA1 dans pTG186poly : 
Le fragment EcoRIA du plasmide pEA1 a ete 
digere par differents enzymes et des fragments de 
differentes failles ont ete inseres dans le pTG186po- 

iy. 

Les plasmides recombinants derives de pTG186poly 
et contenant des portions du fragment EcoRI-A du 
plasmide recombinant pEA1 sont representes dans 
la figure 4. 

La coupure du plasmide pEA1 avec I'enzyme Bglll 



donne plusieurs fragments. Le plus grand des 
fragments Bglll a ete insere dans le site BamHI du 
vecteur pTG186poly pour donner les plasmides 
pEA5a et pEA5b qui se distinguent par I'orientation 
5 de I'insertion. 

Le plasmide pEA6 est derive du plasmide pEA5a 
par coupure de ce dernier avec I'enzyme Pstl puis 
recircularisation du plus grand fragment ce qui a 
pour effet de deleter le petit fragment Bglll-Pstl du 
10 plasmide pEA5a. 

Le plasmide pEA7 provient de pEA6 apres 
coupure de ce dernier avec I'enzyme Clal et 
recircularisation du grand fragment obtenu ce qui 
donne une deletion du petit fragment Clal. 
15 Le plasmide pEA8 provient de pEA6 apres 
coupure de ce dernier par Sphl puis recircularisation 
du grand fragment ce qui donne une deletion du 
fragment Sphl-Bglll de droite. 

Le plasmide pEA9 provient du plasmide pEA5b 
SO apres coupure de ce dernier par Sphl puis religation 
ce qui donne une deletion du fragment gauche 
Sphl-Bgllll. 

Le plasmide pEA36 a ete construit en deux 
etapes. D'abord le petit fragment Hpal a ete isole du 
25 plasmide pEA9 et il a ete insere dans le site Smal du 
vecteur M13-130. Puis le fragment Hpal a ete sorti du 
vecteur M13-130 grace aux sites EcoRI et Pstl et il a 
ete integre dans les sites EcoRI et Pstl du vecteur 
pTG186poly. 

30 Chacun de ces plasmides a ete utilise dans une 
experience de transfection de maniere a transferer 
I'insertion qui se trouve dans le gene TK porte par le 
plasmide au genome du virus de la vaccine, selon la 
methode decrite dans I'exemple 3. 

35 Les plasmides capables de conferer la capacite 
de multiplication dans des cellules CHO au virus de 
la vaccine sont pEA1, 2, 5a, 5b, 6, 9, 36. 

Le plus petit fragment ayant cette propriete est 
porte par le plasmide pEA36. II comprend 2004 

40 paires de bases. 

Exemple 5 Sequencage du gene permettant la 
multiplication du virus de la vaccine dans les cellules 
CHO. 

45 L'ADN du cowpox porte par le plasmide pEA36 et 
situe entre les sites Hpal a ete entierement se- 
quence selon la methode des dideoxynucleotides 
(Sanger et al. 1980) apres insertion des plus petits 
fragments dans les phages M13-130 et M13-131 

50 (Kieny et al. 1983) en suivant la strategie schemati- 
see dans la figure 5. 

Le cadre de lecture pouvant coder pour une 
proteine de 77.000 daltons debute aux nucleotides 
ATG et se termine aux nucleotides TAA representes 

55 sur la carte de la figure 5. Les fleches en-dessous de 
la carte indiquent I'endroit ou commence la lecture 
de chaque clone, la longueur de la lecture et sa 
direction. Lorsque le debut de lecture ne commence 
pas a un site de restriction, des amorces consti- 

60 tuees d'oligonucleotides synthetiques deduits d'une 
sequence partielle ont ete utilisees. 

La sequence complete du gene ainsi que la 
sequence de la proteine de 77.000 daltons pour 
laquelle il peut coder est presentee dans la figure 6. 
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Exemple 6 Recombinaison homologue et integration 
du gene du cowpox dans I'ADIM de la vaccine, en 
dehors du gene TK. 

Parmi les virus recombinants, decrits dans I'e- 
xemple 4, capables de se multiplier sur cellules 
CHO, on constate que certains sont TK+ et d'autres 
TK-. 

Par exemple dans le transfection des cellules avec 
le plasmide pEA9, sur 27 plages de virus recombi- 
nants selectionnees pour leur multiplication sur 
CHO, 16 etaient TK- et 11 TK+. 

La recombinaison introduisant I'information qui 
permet la multiplication dans des cellules CHO s'est 
done produite dans une region differente de celle du 
gene qui code pour la thymidine kinase. 

Ce resultat implique la possibilite de selection 
pour I'insertion d'un gene etranger dans une region 
du genome autre que le gene TK, simultanement a la 
selection pour la multiplication sur cellules CHO. II 
suffit pour cela de juxtaposer le gene choisi et le 
gene permettant la croissance sur cellules CHO. 
L'insertion de ce dernier par recombinaison homolo- 
gue avec le genome du virus de la vaccine entrainera 
la co-integration du gene etranger. 

Depot de souche representative de rinvention . 

La souche de E. coli 1106 portant le plasmide 
pEA36 a ete deposee a la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes sous le n° I 594, le 2 
septembre 1986. 

Le plasmide pEA36 porte un fragment d'ADN de 
2.004 pb du virus du Cowpox qui permet la 
multiplication du virus dans les cellules CHO ; ce 
fragment d'ADN est destine a la recombinaison in 
vivo avec le virus de la vaccine (qui ne se muitiplie 
pas dans les cellules CHO). Par transfection des 
cellules avec I'ADN plasmidique et co-infection avec 
le virus de la vaccine, on pourra selectionner des 
virus recombinants de la vaccine qui ont acquis la 
capacite de se multiplier sur cellules CHO. 
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Legende des figures 

20 

Figure 1 Cartes de restriction de I'ADN de 
recombinants entre le virus de la vaccine et le 
cowpox. 

Les quatre lignes horizontales superieures repre- 
25 sentent les cartes de restriction du virus de la 
vaccine (W) et du cowpox (CP) obtenues apres 
coupure avec les enzymes Hindlll et Xhol. Les dix 
lignes horizontales suivantes represented les ge- 
nomes des recombinants isoles selon I'exemple 1 
30 entre le W et le CP. Les sites de restriction notes 
avec une fleche sont des sites caracteristiques du 
genome du cowpox ; ceux notes avec un trait 
vertical sort caracteristiques du genome du virus de 
la vaccine. Les sites communs aux deux genomes 
35 ne sont pas notes. Les pointilles indiquent des 
regions d'incertitude dans la determination. 

Figure 2 Cartes de restriction de I'extremite gauche 
des virus de la vaccine (W) et du cowpox (CP) apres 
40 coupure avec les enzymes EcoRI, Hindlll et Sail. 

Les fragments sont notes conventionnellement A, 
B, C par ordre de taille decroissant. 

Figure 3 Caracterisation des profils de restriction de 
45 I'ADN des recombinants entre le virus de la vaccine 
et le cowpox. 

L'ADN du virus de la vaccine (W), du cowpox 
(CP) et de quatre recombinants appeles rec2, rec3, 
rec4 et rec6, isoles selon I'exemple 2, a ete prepare 
50 a partir de cellules d'embryon de poulet infectees en 
presence de thymidine 3 H. La partie A de la figure 
presente une autoradiographic des fragments obte- 
nus apres digestion de I'ADN avec EcoRI, separation 
des fragments sur gel d'agarose et autoradiographie 
55 du gel sec pendant quinze jours d'exposition. En B, 
I'ADN traite de la meme maniere qu'en A a ete 
transfere sur nitrocellulose et hybride a une sonde 
Sal1-K portee par le plasmide pAT153. 

60 Figure 4 Plasmides recombinants contenant des 
portions du fragment EcoRIA du plasmide pEA1 
integres dans le vecteur pTG186poiy. 

Les deux lignes horizontales superieures repre- 
sented I'extremite gauche de I'ADN du virus de la 

65 vaccine et du cowpox avec les sites de restriction 



11 



0 262 043 



12 



pour I'enzyme EcoRI. La troisieme ligne est une 
representation lineaire du plasmide pEA1 avec le 
fragment EcoRI-A en trait continu et le plasmide 
pAT153 en trait discontinu. 

Les lignes suivantes sont des representations 
lineaires des differents plasmides recombinants 
avec le fragment derive de pEA1 en trait continu et le 
vecteur pTG186poly en traits discontinus ; le 
promoteur du gene 7.5 K est symbolise par une 
fleche ouverte qui donne le sens de la transciption. 

Les sites de restriction sont symbolises par les 
lettres suivantes : 
B Bglll 
C Clal 
E EcoRI 
H Hapl 
P Pst1 
S Sail 
Sp Sph1 
X Xho1 

Figure 5 Strategie de sequencage du gene 
permettant la multiplication dans des cellules CHO. 

La ligne horizontale en trait gras represente le 
fragment d'ADN sequence et compris entre les sites 
Hpal (H1). Les autres sites de restriction sont 
symbolises par les lettres suivantes S (Sau3A), H2 
(Hpa2), X (Xhol), C (Clal), Xb (Xbal). Le cadre de 
lecture pouvant coder pour une proteine de 80.000 
daltons debute aux nucleotides ATG et se termine 
aux nucleotides TAA portes sur la carte. Les fleches 
en-dessous de la carte indiquent I'endroit ou 
commence la lecture de chaque clone, la longueur 
de la lecture et sa direction. 

Figure 6 Sequence du gene permettant la 
multiplication dans les cellules CHO. 



Revendications 

1. Sequence d'ADN isolee notamment du 
virus du cowpox et qui participe a la multiplica- 
tion de ce virus dans les cellulles CHO, et qui 
comprend latotalite ou une partie fonctionnelle 
de la sequence representee dans la figure 6 ou 
une sequence equivalents fonctionnelle. 

2. Sequence d'ADN selon la revendication 1 , 
caracterisee en ce qu'elle comporte en outre 
ses propres signaux de controle qui assurent 
son expression dans les cellules CHO. 

3. Sequences d'ADN selon I'une des revendi- 
cations 1 et 2, caracterisee en ce qu'elle 
comporte au moins une region homologue 
d'une region du virus de la vaccine qui peut 
participer a un processus de recombinaison 
homologue au cours de la multiplication intra- 
cellulaire des virus. 

4. Sequence d'ADN selon I'une des revendi- 
cations 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle 
comporte, en outre, un gene codant pour une 
proteine d'interet industriel. 

5. Sequence d'ADN selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que le gene codant pour une 



proteine d'interet industriel est place sous des 
signaux de controle de poxvirus, assurant son 
expression dans les cellules CHO. 

6. Sequence d'ADN selon I'une des revendi- 
5 cations 4 et 5, caracterisee en ce que les 

extremites de cette sequence comportent des 
regions homologues de regions du virus de la 
vaccine pouvant assurer une recombinaison. 

7. Vecteur plasmidique comportant une se- 
re quence d'ADN selon I'une des revendications 1 

a 6. 

8. Virus recombinant de la vaccine compor- 
tant une sequence d'ADN selon I'une des 
revendications 1 a 6. 

15 9. Cellules CHO infectees par un virus 

recombinant de la vaccine selon la revendica- 
tion 8. 

10. Procede de preparation d'une proteine 
d'interet industriel caracterise en ce qu'on 

20 cultive des cellules CHO selon la revendica- 

tion 9 infectees par un virus recombinant de la 
vaccine comportant un gene codant pour une 
proteine d'interet industriel, ledit gene etant 
sous le controle d'elements assurant son 

25 expression dans les cellules CHO. 

11. Cellules CHO transformees ayant integre 
une sequence d'ADN selon I'une des revendi- 
cations 1 a 6. 

12. Cellules CHO selon la revendication 11, 
30 caracterisees en ce qu'elles permettent la 

multiplication du virus de la vaccine. 
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